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 入法により変異型chiA1(w433A,w433D,w433F,w433L,w433s,w433Y)を調製したところ、すべて
 の変異体が糖転移能を保持し、加水分解能が低下することがわかった。特にw433A-ChiA1を用い、
 Fig.1に示した反応を行なった場合、ユが収率93%で得られ、かつ、鉱の加水分解は完全に抑制され、
 不可逆的な糖転移反応が進行した。変異導入による酵素の改変では、触媒部位近傍に変異を導入する
 のが一般的であるが、酵素のドナー基質側に変異を導入することで、糖転移/加水分解活性の制御が可
 能になることが新たにわかった。
 第2節低加水分解型キチナーゼの利用
 糖鎖高分子は、天然の複合糖質のモデル物質として利用され、活発な研究が展開されているが、オ
 リゴ糖を導入した糖鎖高分子の合成は従来法では非常に困難であることから、新たな手法の開発が望
 まれている。そこで、第1節で調製した変異型ChiA1とβ一ガラクトシダーゼを用いるオリゴ糖含有マ
 クロモノマーの簡便な合成法を開発した。修飾の容易な単糖に重合基を化学的に導入した物質iを出
 発物質とし、2種類の酵素を用いる糖鎖伸長反応を利用し、オリゴ糖含有モノマー亟一2.を得た(Fig.2)。
 この反応においては、非還元末端側のGal残基が保護基の役割を果たし、GlcNAc残基が1残基ずつ
 伸長する。合成モノマーとμイソプロピルアク
 リルアミド(一)の共重合反応を検討したと町轟1曙駆羅騰,仰、_
謙欝欝横難鞠痴鞄
 ChiA1。rβ一galact。sidase
 報告されている糖含有ポリNIPAMの中で、もつChiA1-W433Y
 とも高い値を示した。本手法は、アクリルアミド、
 スチレンといった他のビニル系モノマーとの共
 重合反応にも広く適応可能な、オリゴ糖含有ポリ
 マーの簡便な調製法であり、より複雑な糖鎖を有
 する糖鎖高分子の合成が期待される。
 第3N.結合型コアオリゴ'のA
Fig.2
 macromonomers亟一2bycombineduseofChiAIand
 β一galactosidase.
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 Synthesisofoligosaccharide-cont丑ining
 小胞体でつくられるタンパク質の多くはN一結合型糖鎖による修飾を受けており、様々な生命現象に
 関与していることから、N一結合型糖鎖の人工合成は、
 生命現象の解明等において必要不可欠である。N一結合
 型糖鎖には多種の構造が存在するが、すべてにおいて
 コア3糖構造(Manβ(1-4)GlcNAcβ(1-4)GlcNAc)は保
 存されており、このコア構造の合成が鍵となっている。
 そこで本章ではManβ(1-4)GlcNAcのオキサゾリン誘
 導体10をドナー基質として、キチナーゼ触媒による
 N一結合型コアオリゴ3糖の合成を試みた。アクセプタ
 ー 基質にGlcNAc一β一〇一Me1Lを用い、反応追跡をHPLC
 により行なったところ、時間の経過とともに新たなピ
 ー クが生成した。分離精製後、1HNMR、MALDI-TOF
 ・継嚇・焼餅
40CH3∬
 一↓撫
 ・譲・激、晦・
盤
 Fig.3SynthesisofN-1inkedcoreoligosacch田'ide
 derivative蔓catalyzedbyChiAIt㎞'oughMan
 β1-4)GlcNAc-oxazoline1旦.
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 論文審査結果の要旨
 糖鎖は、;自然界、生体内に様々な形で存在し、材料形成、生命現象等に深く関っ.ている
 ことから、合成化学による構造明確'な糖鎖供給が求められており、有機合成とバイオ技術
 を組み合わせ用いる化学一酵素合成法は、有用な手法の一つである。本論文は、糖質加水分
 解酵素ファミリー18キチナーゼの遷移状態アナログ基質である糖オキサゾリン誘導体を糖
 ドナー基質と.して、βαoi砺soi膨∫1αnsWL-12由来キチナーゼA1を触媒とする酵素的グリコ
 シル化反応を検討した成果を纏めたものであり、全編5章よりなる。
 第1章は序論であり、本研究の背景と目的を述べている。
 第2章、第1節では、糖加水分解酵素を用いる糖鎖合成において問題となる生成物の加
 水分解反応を抑制するため、キチナーゼA1の基質認識能に着目し低加水分解型キチナー
 ゼA1の調製を行なっている。なかでもトリプトファン433をアラニンに置換したキチナ
 マゼA1を用いることで、不可逆的な糖転移反応が進行することを明らかにした。変異導
 入による酵素の改変では・触媒部位近傍に変異を導入するのが一般的であるが・酵素のド1
 ナー基質側に変異を導入することで、糖転移/加水分解活性の制御が可能になることを明ら
 かにしているd第2節では調製した変異型キチナーゼA1を用いるオリゴ糖含有マクロモ
 ノマーの簡便な調製法を開発している。また、調製したマクロモノマ'一とビニル系モノマ
 ー との共重合反応を行なうことで、従来法では合成困難なオーリゴ糖含有ポリマーが簡便に
 得られることを示している。
 第3章では、さまざまな生命現象に関与しているN一結合型糖鎖のコアオリゴ3糖の合成
 を、キチナーゼA1を触媒とする糖転移反応を利用して行っている。キチナーゼA1が、本
 来の基質ではないマン!一ス骨格を有する糖オキサゾリン誘導体をドナー基質として認識
 することをはじめて見出し、コアオリゴ3糖合成へと応用している。
 第4章では、無保護糖を原料とし、脱水縮合剤による基質活性化と酵素反応をOne-pot
 で行う糖鎖合成反応の開発について述べている。アルカリ性の緩衝溶液中、無保護糖と水
 溶性力.ルボジイミド塩酸塩を低温で攪拌することで糖オキサゾリン誘導体が生成するこ'と
 を示した。さら'に、糖オキサゾリン誘導体を単離せずに、キチナ一世A1を添加すること
 で引き続く酵素反応が可能であることを明らかにしている。
 第5章は結論で.あり、上記各章を総括している。
 以上要するに本論文は、糖オキサゾリ,ン誘導体をードナー基質とし、キチナーゼA1.を触
 媒とす喬酵素的グルコシル化反応の開発、応用を行ったもので、糖鎖工学、・材料化学の発
 展に寄与するところが少なくない。
 よって、本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める。
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